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Abstract 


A process is disclosed for specifically detecting nucleic acids in a sample. The sample is reacted with one or 
several labeled nucleotide triphosphates and one or several enzymes which catalyze the production of a 
labeled nucleic acid B containing said nucleotide. Then the sample is subjected to a non thermal 
denaturation and reacted with a nucleic acid probe C which is sufficiently complementary to nucleic acid B 
and which contains at least one immobilizable group. The possibly formed nucleic acid hybrid D is contacted 
with a solid phase which recognizes and binds the immobilizable group, the liquid phase is removed from 
the solid phase and the labeling of the solid phase is considered as a measure of the presence of nucleic 
acids. 
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(54)Be Z eichnung: VERFAHREN ZUM EMPFINDLICHEN NACHWEIS VON NUKLEINSAUREN 



<A> 



(57) Abstract 

A process is disclosed for specifically detecting nucleic acids in a sample 
The sample is reacted with one or several labeled nucleotide triphosphates and 
one or several enzymes which catalyze the production of a labeled nucleic acid B 
containing said nucleotide. Then the sample is subjected to a non thermal denat- 
uration and reacted with a nucleic acid probe C which is sufficiently complemen- 
tary to nucleic acid B and which contains at least one immobihzable group. The 
possibly formed nucleic acid hybrid D is contacted with a solid phase which re- 
cognizes and binds the immobilizable group, the liquid phase is removed from 
the solid phase and the labeling of the solid phase is considered as a measure of 
the presence of nucleic acids. 

(57) Zusammenfassung 

Verfahren zum spezifischen Nachweis von Nukleinsauren in einer Probe 
durch Reaktion der Probe mit einem oder mehreren markierten Nukleotidtri- 
phosphaten und einem oder mehreren Enzymen, welche die Herstellung emer 
markierten Nukleinsaure B katalysieren, die dieses Nukleotid enthalt, nichtther- 
mische Denaturierung, Reaktion der Probe mit einer Nukleinsauresonde C die 
hinreichend komplementar zu Nukleinsaure B ist und mindestens erne immobih- 
sierbare Gruppe enthalt, Inkontaktbringen des gegebenenfalls gebildeten Nuk- 
leinsaurehybrids D mit einer festen Phase, die die immobihsierbare Gruppe er- 
kennt und bindet, Entfernen der fliissigen von der festen Phase und Bestimmung 
der Markierung an der festen Phase als MaB fur die Anwesenheit der Nukleins- 
aure. 
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yp.rfahre n zum empf indlichen Nachweis von Nukleinsauren 

Gegenstand der Patentanmeldung ist ein Verfahren zum 
spezifischen Nachweis einer Nukleinsaure oder eines Teils 
davon - 

Der Nachweis von Nukleinsauren in der klinischen 
Diagnostik und der Molekularbiologie hat in jungster Zeit 
gegenuber den klassischen Immuntests immer mehr an 
Bedeutung gewonnen. Dies hangt damit zusammen, dafi 
Fortschritte im Hinblick auf die Erforschung der 
Nukleotid-Sequenz von Nukleinsauren verschiedenen 
Ursprungs gemacht wurden. 

Da die in der Nukleotidsequenz enthaltenen Infonnationen 
sehr differenziert sind, kann die Nukleinsaurediagnostik 
besonders vorteilhaft zur Unterscheidung geringster 
Merkmale eingesetzt werden. Dies ist beispielsweise 
wichtig beim Nachweis von Mutationen und Unterschieden in 
kiinstlich erzeugten Sequenzen. Durch die Einfuhrung von 
Amplifizierungsverfahren konnte die Empf iiidlichkeit von 
Nukleinsaurenachweisen erheblich gesteigert werden. 

Ein solches Verfahren ist beispielsweise in der EP-A-0 2 00 
362 beschrieben. Der Aroplif ikationsef f ekt beruht im 
wesentlichen darauf , daB aus einer sogenannten target- 
Nukleinsaure als template mit Hilfe eines Primers und 
Mononukleosidrriphosphaten ein verlangerungsprodukt des 
Primers gebildet wird, das entweder nachgewiesen wird oder 
selbst wieder als template-Nukleinsaure verwendet werden 
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kann. Dabei kann in das Verlangerungsprodukt auch ein 
nachweisbares Nukleotid eingebaut werden. Das entstandene 
Verlangerungsprodukt kann elektrophoretisch nachgewiesen 
werden. 

Diese Nachweismethode ist jedoch wegen des umstandlichen 
und zeitaufwendigen Elektrophoreseschritts nachteilig. 

Das nicht markierte Verlangerungsprodukt kann gemaB EP-A-0 
201 184 auch durch Hybridisierung mit einer nachweisbar 
markierten Nukleinsauresonde nachgewiesen werden. Die 
Abtrennung des Hybrids aus Verlangerungsprodukt und Sonde 
von unumgesetzter Sonde ist jedoch mit dem dort 
beschriebenen Verfahren wegen unspezif ischer 
Wechselwirkungen entweder ineffizient oder mit vielen 
VJaschschritten verbunden, welche die Empf indlichkeit 
herabsetzen. 

In der WO 89/11546 wird ein Verfahren vorgeschlagen, bei 
dem amplif izierte, f estphasengebundene Nukleinsauren mit 
einem Primer und markierten Mononukleotiden umgesetzt 
werden, wobei die dabei gebildeten markierten 
Nukleinsauren nachgewiesen werden. Dieses Verfahren hat 
den Nachteil, daS alle maBgeblichen Reaktionen an der 
festen Phase ablaufen, wodurch die 

Reaktionsgeschwindigkeit beeintrachtigt ist. Auch in der 
EP-A-0 324 474 wird ein solches Verfahren vorgeschlagen, 
bei dem markierte Mononukleotide eingebaut und diese 
markierten Nukleinsauren mit zur nachzuweisenden 
Nukleinsaure komplementaren immobilisierten Nukleinsauren 
abgefangen werden. Uber die Methode der Denaturierxing der 
amplif izierten Nukleinsauren und die 

Hybridisierungsbedingungen ist nichts ausgesagt. Ein 
weiterer Nachteil dieses Verfahrens ist, da£ die 
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Herstellung effizient f estphasengebundener Nukleinsauren 
auf wendig i st . 

In der EP-A-0 357 Oil wird ein Verfahren beschrieben, bei 
dem in die Verlangerungsreaktion zwei Primer eingesetzt 
werden, von denen einer nachweisbar markiert und der 
andere zur Bindung an eine feste Phase geeignet ist. 
Dieses Verfahren hat den Nachteil, daB es aufwendiger ist, 
nachweisbar markierte Oligonukleotide von den diese 
Oligonukleotide beinhaltenden Verlangerungsprodukten 
abzutrennen. Wenn keine Abtrennung vorgenommen wird, ist 
wegen Konkurrenzreaktionen eine verringerte sensitivitat 
zu erwarten. 

In der EP-A-0 297 379 und der EP-A-0 348 529 ist ein 
Verfahren beschrieben, bei dem ein immobilisierter oder 
immobilisierbarer Primer unter zuhilfenahme der target - 
Nukleinsaure als template roit einem detektierbaren 
Mononukleotid zu einer immobilisierten und gleichzeitig 
nachweisbar markierten Nukleinsaure verlangert wird. 
Dieses Verfahren hat u.a. den Nachteil, daB die Spezifitat 
des Nachweises nicht sehr hoch ist. Das ebenfalls in EP-A- 
0 2 97 379 beschriebene Verfahren, bei dem nur ein 
immobilisierter oder immobilisierbarer Primer eingesetzt 
wird, woraufhin die Verlangerungsprodukte mit einem 
markierten Oligonukleotid umgesetzt werden, hat den bei 
EP-A-0 3 57 Oil beschriebenen Nachteil der erschwerten 
Abtrennbarkeit des Oligonukleotids . 

In der WO 89/09281 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem 
die beiden Primer dieselbe chemische Gruppe aufweisen, die 
einmal zur Immobilisierung und zum anderen zum Nachweis 
verwendet wird. Dies verstarkt den oben genannten Nachteil 
der schlechten Abtrennbarkeit noch. 
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Tn Proc. Natl. Acad. Sci. USA , Vol. 86, pp 6230-6234 wird 
ebenfalls ein Verfahren geschildert , in dem ein 
nachweisbar markierter Primer verlangert wird. Der 
Nachweis erfolgt nach Bindung der Verlangerungsprodukte an 
eine Fangprobe. Auch hier ist die Abtrennung des 
nachweisbar markierten Primers nictit ohne Zusatzschritte 
moglich, und er stort daher die Nachweisreaktion. 

Es war daher Aufgabe der Erfindung, die Nachteile des 
Verfahrens des Standes der Technik zu vermeiden und 
insbesondere ein Nukleinsaurenachweisverf ahren 
bereitzustellen, welches hohe Spezifitat oder Selektivitat 
mit geringem Hintergrundsignal verbindet. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum 
spezifischen Nachweis einer Nukleinsaure in einer Probe, 
welches folgende Schritte umfaBt: 

a) Reaktion der Probe mit einem oder mehreren 
markierten Mononukleosidtriphosphaten und einem 
oder mehreren Enzymen, welche die Herstellung 
einer markierten Nukleinsaure B katalysieren, die 
dieses Nukleotid enthalt, 

b) Reaktion der Probe mit einer Nukleinsauresonde C, 
welche hinreichend komplementar zu der 
Nukleinsaure B ist, 

c) Nachweis des aus markierter Nukleinsaure B und 
Nukleinsauresonde C gebildeten 
Nukleinsaurehybrids D, 

d) wobei die Nukleinsauresonde C mindestens eine 
immobilisierbare Gruppe enthalt, 
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e) die Reaktionsmischung nach Schritt a) einer nicht 
thermischen Denaturierung unterzogen wird.. 

f) das Nukleinsaurehybrid D mit einer festen Phase, 
welche die immobilisierbare Nukleinsauresonde C 
spezifisch binden kann, in Kontakt gebracht wird, 

die flussige von der festen Phase getrennt wird 
und 



<3) 



h) die an die feste Phase gebundene nachweisbare 
Gruppe nachgewiesen wird. 

Bei dem erf indungsgemaSen Verfahren handelt es sich urn 
eine spezielle Ausfiihrungsf orm der sogenannten 
Hybridisierungstests, die in ihren Grundzugen dem Fachmann 
auf dem Gebiet der Nukleinsaurediagnostik bekannt sind. 
Soweit experimented Details im folgenden nicht 
ausgefuhrt sind, wird dazu vollinhaltlich auf "Nucleic 
acid hybridisation", Herausgeber B.D. Hames und S.J. 
Higgins, IRL Press, 1986, in den Kapiteln 1 (Hybridisatxon 
Strategy) , 3 (Quantitative Analysis of Solution 
Hybridisation) und 4 (Quantitative Filter Hybridisatxon) , 
Current Protocols in Molecular Biology, Edt. F.M. Ausubel 
et al., J. Wiley and Son, 1987, 2.9.1. - 2.9.10 und 
Molecular Cloning, Edt. J. Sambrook et al. , CSH, 1989, 
9 4 7. - 9.5.8. Bezug genommen. Dazu gehoren insbesondere 
die bekannten Methoden zur Herstellung von markierten 
Hukleosidtriphosphaten, wie sie auch in EP-A-0 324 474 
beschrieben sind, die chemische Synthese von modif izierten 
und unmodif izierten oligonukleotiden, die Spaltung von 
Nukleinsauren mittels Restriktionsenzymen, die Auswahl von 
Hybridisierungs-bedingungen, durch welche eine spezifxtat 
erreicht werden kann, die vom Ausmafi der Homologie 
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Gehalt una deren Lange abhangt. sowie die Bilduno von 
Nukl.rnsauren aus Nukleosidtriphospnaten Bit HUfe von 
Polymerases gegebenenfalls unter Verwendung von 
sogenannten Primern, 

Eine Markierung im sinne der vorliegenden Er£indung 

G™^ T aU n- einer ° der indirekt "«*»eisb.ren 

rHi!!^' 3^ naCh " eisbare G -PP« 3ind beispielsweise 
oderTTH farbi9S ' ° der flu °~«i«ende Gruppen 

beLoH " IndirSkt Gruppen sind 

Verb!ndur iSe lmUn ° 10 ' isCh -WW wirksame 

Verbrndungen, M1 e Antikorper. Antigens, Haptene oder 
Enzyme od.r enzymatisoh aktive Teilenzyme. Diese werden in 
einer nachfolgenden Reaktion Oder Reaktionsseguenz 
detektiert. Besonders bevorzugt sind Haptene, da mit ihnen 
Z Til I " UKle ° Sidt ^=^«e i» allgemeinen besonders 
gut als Substrate von Polymerasen einsetzbar sind und eine 
ansohlieBende Reaktion mit einee markierten Antikdrper 
gegen das Hapten Oder das haptenisierte Hukleosid leicht 

oe^oier n Weraen kann - S ° 1=he HUkleOS triphosphate sind 
beispielsweise Brom-Nukleosidtriphosphate oder 
Digoxigenin-, Digoxin- oder Fiuorescein-gekoppelte 

dIf" S E p r iPhOSPhate - beSMderS «^»* »»>•» S i=h 

die ln ep-a-o 324 474 genannten steroide und deren 

Detention erwiesen. Fur deren Inkorporation in 
Nukleinsauren wird hiermit auf die ep-a-o 324 474 
verwiesen. 

Nukleosidtriphosphate (NTP) sind Ribo (rHTP) — oder 
Desojcyribonukleosidtriphosphate (dNTP) 

ver« T " tar * et - N ^-saure "ird eine Nukleinsaure 
verstanden, die ziel des Naohveises und Auegangsstof t des 
erfindungsgemaBen Verfahrens ist. 



ERSAT2BLATT 



WO 92/06216 



PCI7EP91/01898 

7 - 



Eine template-Nukleinsaure A ist eine Nukleinsaure, zu der 
ein im wesentlichen komplementarer Nukleinsaurestrang neu 
gebildet wird. In Bezug auf die Seguenz information dient 
die template-Nukleinsaure als Matritze und enthalt die 
Seguenz formation, die in Reaktion a) in die Nukleinsaure B 
umgeschrieben wird. Die Nukleinsaure A ist entweder die 
target-Nukleinsaure oder eine davon abgeleitete 
Nukleinsaure. Sie kann beispielsweise ein Teil der target- 
Nukleinsaure sein oder einen Teil der target-Nukleinsaure 
neben anderen Teilen enthalten, beispielsweise 
hochkomplexe Nukleinsauren. Sie kann auch einen Teil des 
zu der target-Nukleinsaure komplementaren Stranges 
enthalten. 

Denaturierung von Nukleinsauren bedeutet Auftrennung von 
Nukleinsauredoppelstrangen in Einzelstrange. Dem Fachmann 
stehen eine Vielzahl von Varianten zur Verfugung. 

Unter einem spezifischen Nachweis wird ein Verfahren 
verstanden, durch welches gewiinschtenf alls selektiv 
bestimmte Nukleinsauren auch in Gegenwart anderer 
Nukleinsauren nachgewiesen werden konnen. Es ist jedoch 
auch moglich, mehrere Nukleinsauren oder eine Gruppe von 
Nukleinsauren mit teilweise ubereinstimmender oder 
ahnlicher Nukleotidsequenz oder mehrere Abschnitte einer. 
Nukleinsaure in Gegenwart anderer Nukleinsauren 
nachzuweisen, Zum Nachweis doppelstrangiger Nukleinsauren 
kann jeder der beiden komplementaren Strange einbezogen 
werden . 

Unter einer im wesentlichen komplementaren Nukleinsaure 
oder Nukleinsaureseguenz werden Nukleinsauren oder 
Seguenzen verstanden, die mit der entsprechenden 
Nukleinsaure hybridisieren konnen, deren Nukleotidsequenz 
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im hybridisierenden Bereich entweder genau komplementar 2u 
der anderen Nukleinsaure ist oder sich in weniqen Basen 
von der genau' komplementaren Nukleinsaure unterscheidet . 
Die Spezifitat richtet sich dabei sowohl nach dem Grad der 
Konplementaritat als auch nach den 
Hy br idisierungsbedingungen . 

Fluccige Phasen sind die ublicherweise bei 
NuVtleinsaurenachweisen verwendeten wassrigen Phasen mit 
g«lost«n organischen bzw. anorganischen Inhaltsstof f en, 
z.h. hybridisierungspuffer, iiberschussigen Nukleotiden, 
veitcren nicht nachzuweisenden Nukleinsauren, Proteinen 
ere. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren dient zum Nachweis einer 
Nukleinsaure. Unter Nukleinsauren sind hierbei 
Nukleinsauren jeglichen Ursprungs zu verstehen, 
beispielsweise Nukleinsauren viroiden, viralen, 
bakteriellen oder zellularen Ursprungs. Sie konnen in 
Losung, Suspension, aber auch an Festkorpern fixiert oder 
in zellhaltigen Medien, Zellabstrichen, fixierten Zellen, 
Gewebsschnitten oder fixierten Organismen vorliegen. 
Bevorzugt liegen die Nukleinsauren in Losung vor. Die 
Reaktionssequenz wird meist gestartet durch 
Verfiigbarmachung der zu untersuchenden Nukleinsaure nit 
entsprechenden Reagent ien. Hierbei konnen sowohl 
Veranderungen des pHs (alkalisch) , Hitze, Wiederholung 
extremer Temperaturveranderungen (Einf rieren/Auf tauen) , 
Veranderung der physiologischen Wachstumsbedingungen 
(Osmotischer Druck) , Einwirkung von Detergentien, 
chaotropen Salzen oder Enzymen (z.B. Proteasen, Lipasen) , 
alleine oder in Kombination zur Freisetzung der 
Nukleinsauren beitragen. Da das erf indungsgemaBe Verfahren 
sehr empfindlich und selektiv ist, konnen auch kleine 
Nukleinsauremengen in Anwesenheit anderer Stoffe, 
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beispielsweise Proteinen, Zellen, Zellfragmenten, aber 
auch nicht nachzuwei sender Nukleinsauren nachgewiesen 
werden. Eine Aufreinigung von Proben kann somit entf alien, 
wenn sichergestellt ist, daB die nachzuweisenden 
Nukleinsauren fur die eingesetzten Reagenzien ausreichend 
zuganglich sind. 

Die Nukleinsauren konnen auch vorbehandelt sein. Zu den 
bekannten Vorbehandlungen gehort insbesondere die 
Fragmentierung, beispielsweise mittels Restriktionsenzymen 
oder die cDNS-Synthese aus RNS. Damit das erf indungsgemafle 
Verfahren seine Vorteile voll entfalten kann, hat es sich 
als zweckmaBig erwiesen, wenn die Nukleinsaure eine GroBe 
von mindestens 40 bp aufweist. 

Weiterhin ist die Nukleinsaure bevorzugt das Produkt einer 
vorgeschalteten spezifischen Oder unspezif ischen 
Nukleinsaurevermehrung. Solche Nukleinsaureamplif ikations- 
verfahren sind beispielsweise aus 

EP-A-0 201 184, EP-A-0 272 098, DE-A-37 26 934, 

EP-A-0 237 362, WO 88/10315, WO 90/01069, WO 87/06270, 

EP-A-0 300 796, EP-A-0 310 229, WO 89/09835, 

EP-A-0 370 694, EP-A-0 356 021, EP-A-0 373 960, 

EP _ A _0 379 369, WO 89/12696 oder EP-A-0 361 983 

bekannt. Die Nukleinsaure kann jedoch auch eine durch 
Klonierung und in-vivo-Vermehrung hergestellte 
Nukleinsaure sein. 

Die nachzuweisenden (target-) Nukleinsauren konnen direkt 
als template-Nukleinsauren A in Reaktion a) eingesetzt 
werden, wenn sie die fur das gewahlte Enzymsystem 
erf order lichen Bedingungen erfullen. Dazu gehort fur 
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manche Enzyme, daS es sich um einzelstrangige 
Nukleinsauren handelt, bei anderen ist es erf orderlich, 
daB sie Erkennungsstellen bzw. Promotoren fur das 
Enzymsystem beinhalten. 

Ist dies nicht der Fall, so mussen die target- 
Nukleinsauren in einem (Reaktion a) vorgeschalteten 
Schritt in derartige template-Nukleinsauren A uberfuhrt 
werden. 

Es kann sich bei A um eine Ribonukleinsaure Oder eine 
Desoxyribonukleinsaure handeln. Besonders bevorzugt als 
Nukleinsaure A sind Desoxyribonukleinsauren. 

Das Enzym E im Sinne der Erfindung ist ein Enzym oder 
Enzymsystem, das die templatabhangige Synthese von 
Nukleinsauren aus Mononukleosidtriphosphaten katalysiert. 
Bevorzugte Enzyme sind Polymerasen und Transskriptasen, 
die die Verkniipfung von Mononukleotiden bewirken. Solche 
Enzyme sind dem Fachmann bekannt. 

In einem ersten Schritt wird aus der template-Nukleinsaure 
A eine markierte Nukleinsaure B hergestellt. Dies kann auf 
prinzipiell jede Art und Weise geschehen, solange nur die 
spezifische Information der Nukleotidseguenz der 
Nukleinsaure A oder eines Teils davon im wesentlichen 
erhalten bleibt. 

Eine Methode ist beispielsweise der Austausch von 
einzelnen Nukleotiden der Nukleinsaure A gegen markierte 
Nukleotide, beispielsweise durch Nick-Reparatur (J. Mol. 
Biol. 113, 237 (1977)). Das Enzym E bei dieser Reaktion 
ist E. coli DNA Polymerase oder Kornberg-Enzym . Dieses 
Verfahren ist jedoch nicht allzu vorteilhaft, da die 
Markierung relativ unspezifisch eingefuhrt wird, d.h. 
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neben der Nukleinsaure A alle weiteren in der Probe 
vorliegenden Nukleinsauren markiert werden. Es eignet sich 
daher fur Reaction a) insbesondere dann, wenn, wie oben 
geschildert, in einer vorgeschalteten Vermehrungsreaktion 
die nachzuweisenden Nukleinsauren spezifisch amplifiziert 
wurden . 

In einer anderen Methode, welche ebenfalls den genannten 
Nachteil aufweist, wird die Nukleinsaure A unter Einbau 
von markierten Nukleotiden verlangert (tailing) . Weitere 
Verfahren dieser Art sind Photomarkierung und Random 
Priming . 

Bei den bisher geschilderten Schritten zur Herstellung der 
Nukleinsaure B wird in Reaktion A direkt die target- 
Nukleinsaure eingesetzt. Diese kann einzel- oder 
doppelstrangig vorliegen. 

Die target-Nukleinsauren der im folgenden aufgefuhrten 
bevorzugten Ausfiihrungsvarianten miissen vor oder wahrend 
der Reaktion a) einzelstrangig gemacht werden. Eine evtl. 
notwendige Strangtrennung kann durch Behandlung mit 
Alkali, aber auch thermisch, enzymatisch oder mittels 
chaotroper Salze geschehen. 

Die Verwendung von Reaktionen a) , die von der Anwesenheit 
eines spezifischen Starters abhangig sind, ist wegen der 
erhohten Spezifitat besonders bevorzugt. Solche 
spezifischen Starter bewirken, daS das Enzym nur auf die 
Nukleinsaure wirkt, welche diesen Starter gebunden hat. 
Der Starter ist bevorzugt ein sogenannter spezifischer 
Primer PI, ein Pronator oder eine 
Replikationsinitiationsregion. 
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Spezifische Primer PI sind besonders Oligonucleotide oder 
modifizierte Oligonucleotide, die eine in wesentlichen zu 
der NuCleinsaure A Complementare NuCleotidsequenz 
aufweisen. Modifizierte Oligonucleotide sind 
beispielsweise Oligonucleotide, die airt 3 • -Ende ein 
DideoxynuCleotid enthalten. Solche Oligonucleotide Connen 
enzymatisch hergestellt werden. Als template-NuCleinsaure 
A Cann direkt die target-NuCleinsaure eingesetzt werden. 

Die Verwendung solcher Primer PI setzt also voraus, daB 
zumindest ein Teil der Sequenz der NuCleinsaure beCannt 
ist. Die Sequenz des Primers wird femer so gewahlt, daB 
er an einem seiner Enden, bevorzugt am 3 '-Ende, Ciirzer ist 
als die NuCleinsaure. Diese weist daher uber das 3 f -Ende 
des Primers hinaus ein iiberstehendes einzelstrangiges 
TeilstiicC auf . 

In den ReaCtionsschritt Connen pro nachzuweisendem 
NuCleinsaureeinzelstrang ein oder mehrere spezifische 
Primer eingesetzt werden. Im Fall mehrerer Primer 
iiberlappen sich die Bereiche auf der NuCleinsaure, mit 
denen die Primer hybridisieren Connen, bevorzugt nicht, 
und besonders bevorzugt liegen zwischen diesen Bereichen 
einzelstrangige Bereiche der NuCleinsaure A. Der Primer 
Cann neben einem zu der template-NuCleinsaure A im 
wesentlichen Complementaren Teil, bevorzugt am 5 1 -Ende, 
auch noch eine NuCleotidsequenz SI beinhalten, die nicht 
mit der NuCleinsaure, insbesondere in dem an den 
Complementaren Bereich anschlieBenden Bereich, 
hybridisieren Cann. 

Diese Sequenz Si Cann beispielsweise einzel- oder 
doppelstrangig sein und auch eine ErCennungssequenz fur 
ein Enzym enthalten. Dies Cann z.B. eine 
RestriCtionsschnittstelle sein. Auch Cann der Primer im 
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Hinblick auf effektives Priming beispielsweise ein Protein 
gebunden enthalten, welches von einexn Enzym E, 
vorzugsweise einer Polymerase, erkannt wird. 

Damit die Reaktion a) ablaufen kann, miissen die 
Nukleinsaure A und der Primer PI im komplementaren Bereich 
zunachst jeweils von gegebenenfalls anwesenden 
Komplementarstrangen getrennt werden. Diese Trennung kann 
nach bekannten Methoden, beispielsweise thermisch oder 
nichtthermisch erfolgen. Die nichtthermische Denaturierung 
ist bevorzugt. Reaktion a) wird dann unter Bedingungen 
gestartet, bei denen A und PI miteinander hybridisieren 
konnen . 

Bei Verwendung eines Primers als Starter wird der Probe 
aufierdem ein Enzym E zugegeben, welches in einer 
primerabhangigen Reaktion zu A komplementare Nukleinsaure 
synthetisieren kann. Dazu gehoren insbesondere 
Polymerases Ihre substratspezif itat richtet sich nach der 
Nukleinsaure A. Ist A RNS , so kommen insbesondere RNS- 
abhangige DNS-Polymerasen f wie reverse Transkriptase (z.B. 
aus AMV oder M-MuLV) in Frage. Ist A DNS , so sind DNS- 
abhangige DNS-Polymerasen, wie Klenow-Enzym der Taq-DNS- 
Polymerase bevorzugt. 

Ebenfalls der Probe zugegeben werden Desoxyribonukleosid- 
triphosphate (dNTP) , von denen mindestens eines markiert 
ist. 

Produkt der Polymerasereaktion ist eine markierte 
Desoxyribonukleinsaure B, in welche der Primer PI sowie 
das markierte Desoxyribonukleosidtriphosphat eingebaut 
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sind. Diese Nukleinsaure B ist gleich groB oder kleiner 
als das template, weist jedoch einen Bereich auf, der zu 
mindestens einem Teil in wesentlichen komplementar zum 
template ist. 

Diese Nukleinsaure B kann nun direkt in Schritt b) 
eingesetzt werden. Vorteilhaft wird sie jedoch nochmals 
als template-Nukleinsaure einer Reaktion analog zu Schritt 
a) unterworfen. Hierzu wird der Probe ein Primer P2 
zugesetzt, der im wesentlichen komplementar zu einen Teil 
der Nukleinsaure B, bevorzugt zu einem Teil des neu aus 
dNTPs gebildeten Bereiches, ist. Das Primerpaar PI und P2 
erfullen bevorzugt die in EP-A-0 201 184 geschilderten 
Bedingungen. Bevorzugt werden- Pi und P2 gleichzeitig zu 
dem template A zugegeben. 

Urn eine noch hdhere Empf indlichkeit zu erlangen, ist es 
mdglich, Reaktion a) noch mehrere Male, bevorzugt 1-60, 
besonders bevorzugt 20-60 mal, durchzufuhren, wobei 
jeweils die Produkte der Reaktion erneut in Reaktion a) 
eingesetzt werden. Dadurch ergibt sich theoretisch eine 
nahezu exponentielle Vermehrung an markierten 
Nukleinsauren. Es werden dabei beide Nukleinsaurestrange 
gebildet, wobei die Lange durch die nicht verlangerbaren 
Enden der Primer PI und P2 festgelegt ist. Es ist analog 
zu EP-A-o 201 184 mdglich, in den spateren Durchlaufen von 
Reaktion a) auch sogenannte nested Primer zu verwenden, 
deren Sequenz so gewahlt ist, daB die enstehenden 
Nukleinsauren kleiner sind als die zunachst gebildeten. 
Vor jedem Durchlauf von Reaktion a) ist es zweckmaflig, die 
in Reaktion a) gebildeten Doppelstrange aus A und B zu 
trennen. Dies kann thermisch Oder nicht thermisch 
geschehen. Es mussen jeweils erneut Primer Pi und P2 
anwesend sein. 
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Der Starter kann auch ein Promotor sein. Ein Promotor ist 
eine Nukleotidsequenz, die von einer RNS -Polymerase 
erkannt wird und diese veranlaBt, einen zu der auf den 
Promotor folgenden Nukleotidsequenz komplementaren 
Nukleinsaurestrang B zu synthetisieren. Dabei wird neben 
den nicht markierten NTPs auch das markierte NTP in den 
gebildeten Nukleinsaurestrang eingebaut. 

Geeignete Promotorn sind bekannt, beispielsweise RNS- 
Polymerase-Bindungsstellen aus Bakterienphagen wie T3 , T7 
Oder SP6 (Melton et al.: NAR 12, 1984, 7035-56; Pfeiffer & 
Gilbert: Protein Sequences and DNA-Analysis I, 1988, 269- 
280; Uhlenbeck et al.: Nature 328, 1987, 596-600). 

Der Promotor ist in einer bevorzugten Aus fuhrungs form des 
Nachweisverfahrens Teil eines spezifischen Primers zur 
Herstellung der template-Nukleinsaure A aus der target- 
Nukleinsaure. Dieser Primer hat eine Nukleotidsequenz SI, 
die im wesentlichen komplementar zu einem Teil der target- 
Nukleinsaure ist, und eine Nukleotidsequenz S2, die von 
einer RNS -Polymerase erkannt wird und mindestens eine 
Promotor-sequenz beinhaltet. In einer ersten Reaktion wird 
mit dem Primer und einer von der Art der target- 
Nukleinsaure abhangigen DNS-Polymerase und dNTPs ein zu 
der target-Nukleinsaure mindestens teilweise 
komplementarer Nukleinsaurestrang Al gebildet, der den 
Primer mit dem Promotor beinhaltet. Falls nicht bereits 
mit dem Primer verbunden, wird das neu gebildete 
Nukleinsaurestiick durch Zugabe eines weiteren Enzyms, 
bevorzugt einer Ligase, z.B. E.coli-DNS-Ligase mit dem 
Primer kovalent verknupft. Die Ligase kann auch thermisch 
stabil sein. Al ist bevorzugt kiirzer als die target- 
Nukleinsaure . 
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Bevorzugt wird in dieser Transkriptionsreaktion ein 
zweiter zum target-Nukleinsaurestrang komplementarer 
Primer P3 eingesetzt und die Lucke zwischen beiden Primern 
geschlossen, beispielsweise- durch eine Gap-Filling- 
Reaktion. Der Einsatz markierter dNTPs ist hier noch nicht 
erforderlich, da sich diese MaBnahme im erf indungsgemaBen 
Verfahren in einer nur geringen Verstarkung des MeBsignals 
auswirkt, aber moglich. 

Ist die target-Nukleinsaure RNS , so wird diese bevorzugt 
in einem folgenden Schritt selektiv abgebaut. Dazu sind 
bekannte Verfahren geeignet, beispielsweise die Behandlung 
mit Alkali oder mit RNAsen. AnschlieBend wird ein zu Al 
komplementarer Nukleinsaurestrang A2 gebildet. Dazu wird 
der Reaktionsmischung ein Primer P2 zugesetzt, der zu 
einem Teil, bevorzugt einem neu gebildeten Teil des 
Stranges Al komplementar ist. Bevorzugt enthalt der Primer 
P2 ebenf alls die Promotorsequenz S2. Dieser wird, wie oben 
bei Al beschrieben zu A2 verlangert. Solche 
Verfabrensschritte sind z.B. in der EP-A-0 329 822, DE-A- 
37 26 934, WO 88/10315, WO 87/06270, EP-A-0 310 229 und 
EP-A-0 373 960 beschrieben, weshalb hier auf diese 
Offenbarungen vollinhaltlich Bezug genommen wird. 
Insbesondere in Bezug auf Details, die zur reversen 
Transkription von RNS oder Transkription von DNS hilfreich 
und erforderlich sind, wird auf diese Offenbarung 
verwiesen. 

Besonders bevorzugt enthalt die Probe bei dieser 
Ausfuhrungsform auBerdem den zu der target-Nukleinsaure 
komplementaren Strang, wobei Pi und P2 gleichzeitig 
verlangert werden. 
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Bei der genannten Ausfuhrungsf orm wird der so 
vorbehandelten Probe anschlieBend erf indungsgemaB eine 
Promotor-spezifisch gesteuerte DNS-abhangige RNS- 
Polymerase eingesetzt. Solche Polymerasen sind z.B. T3 , T7 
Oder SP6 RNS -Polymerase . Hit ihrer Hilfe werden aus NTPs 
und dem markierten NTP markierte Nukleinsauren B gebildet. 
Die doppelstrangige Nukleinsaure A1/A2 dient dabei als 
template-Nukleinsaure , bevorzugt mehrmals. 

Bevorzugte NTPs sind Ribonukleosidtriphosphate . Da bei 
dieser Variante der Reaktion a) einzelstrangige 
Nukleinsauren B gebildet werden, ist eine Denaturierung 
zur Strangtrennung nicht unbedingt erf orderlich, aber 
moglich- 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsf orm ist das Vorgehen nach DE- 
A-4010465, jedoch unter Verwendung nachweisbar markierter 
Ribonukleosidtriphosphate . 

Der starter ist bevorzugt eine 
Replikationsinitiationsregion (RIR) . Eine 
Replikationsinitiationsregion ist beispielsweise eine 
Nukleotidsequenz , die von einem Replikationsenzym bzw. - 
enzymkomplex, beispielsweise einer DNS-abhangigen DNS- 
Polymerase, wie von ^29 (P2 - , P3) erkannt wird. Besonders 
bevorzugt ist der Fall , daS die RIR ein Teil eines 
spezifischen Primers ist. Dieser Primer hat eine 
Nukleotidsequenz Si, die im wesentlichen komplementar ist 
zu einem Teil der target-Nukleinsaure und daran 
anschlieBend eine Sequenz S2, welche eine 
Erkennungsstelle, bevorzugt Proteine, fur einen 
Replikationskomplex, aufweist. Ein solcher Primer wird im 
folgenden Adaptor Ad genannt. Die Reaktion wird 
eingeleitet, indem die target-Nukleinsaure, welche die 
eigentlich nachzuweisende Spezies ist, mit Ad unter 



BNSDOCID <WO 920621 6A1 



ERSATZBLATT 



WO 92/06216 



PCTYEP9 1/0 1898 



- 18 - 



Hybridisierungsbedingungen umgesetzt wird. Besonders 
bevorzugt ist der Einsatz von zwei Adaptoren Adl und Ad2 
pro target-Nukleinsaureeinzelstrang, wobei die 
targetspezifischen Sequenzen mit voneinander raumlich 
getrennten Sequenzen der einzelstrangigen target- 
Nukleinsaure hybridisieren konnen und die 

targetspezifischen Sequenzen des Adaptoren auf der target- 
Nukleinsaure aufeinander zu gerichtet sind. 

Die einzelstrangige Liicke zwischen den Adaptoren wird 
durch eine gap-filling Reaktion (Maniatis et al. , 
Molecular Cloning, 1982, CSH) aufgefiillt. Der Einsatz von 
markierten NTPs ist nicht erf orderlich, aber moglich. 
Dadurch entsteht ein Nukleinsauredoppelstrang, welcher 
einen Strang der target-Nukleinsaure und einen Strang der 
neugebildeten Nukleinsaure A enthalt. Dieser enthalt 
mindestens eine, bevorzugt 2 Replikationsinitiations- 
regionen, welche besonders bevorzugt in entgegengesetzter 
Replikationsrichtung angeordnet sind. 

Aus diesem Doppelstrang kann nun auf erf indungsgemaBe 
Weise durch Replikation ohne weiteren Zusatz von Adaptoren 
unter Verwendung von markierten und unmarkierten 
Nukleosidtriphosphaten in Reaktion a) eine markierte 
Nukleinsaure B hergestellt werden. Diese enthalt wiederum 
mindestens eine, bevorzugt 2, Replikationsinitiations- 
regionen und kann daher erneut in Reaktion a) als 
template-Nukleinsaure eingesetzt werden. Somit wird eine 
erhebliche Vemehrung von B erreicht. Fur den Fall, daB 
beide Adaptoren je eine RIR aufweisen, oder zwei 
zuei-nander komplementare Nukleinsauren A in Reaktion a) 
eingesetzt werden, konnen zwei zueinander komplementare 
Nukleinsauren B entstehen. Diese mussen vor Schritt b) 
voneinander durch Denaturierung getrennt werden. 
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Nach schritt a) wird in dem erf indungsgemaBen Verfahren 
die Reaktionsmischung einer nichtthermischen Denaturierung 
(Reaktion e) ) unterzogen. Auch falls Schritt a) mehrfach 
durchgefiihrt wird, findet die nichtthermische 
Denaturierung direkt vor Schritt b) statt. Insbesondere 
werden dabei Nukleinsauredoppelstrange voneinander 
gctrennt. Nichtthermische Denaturierung bedeutet, daB die 
T.xperatur zur Denaturierung nicht uber 50°C, bevorzugt 
r.ici-.t uber 37°C, bevorzugt in einem Bereich zwischen 22 
ur.J 3 7°c stattfindet. Bei der Denaturierung werden 
ever.cuell vorliegende Nukleinsauredoppelstrange 
vcncmander getrennt, sodaB Nukleinsaure B als 
Eir.z el Strang vorliegt. Dies kann beispielsweise durch 
vcranderung der Stringenz geschehen aber auch durch 
Enzyme, beispielsweise Helicase, recA- Protein, E.coli ssb- 
Prorein, Gen-3 2 -Protein, und durch Alkali oder durch 
Zusatz von doppelstrangstabilisierenden Chemikalien, wie 
z.B. organischen Substanzen, wie Harnstoff, Formamid 
(Konzentration > 70%, NAR 1977, Vol. 4, 5, 1539-1553) oder 
chaotropen Salzen. Chaotrope Salze sind in J. Biol. Chem. 
1966, 241/17, 4030-4042 J. Amer. Chem. Soc. USA 1962, 
84/8, 1329-1338 oder Anal. Biochem. 129, 357-364 (1983) 
beschrieben. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung 
sind NaJ, Guanidinumthiocyanat oder NaC104 . Die zur 
Denaturierung erf orderliche Konzentration dieser Salze 
kann durch einfache Versuche ermittelt werden. Sie betragt 
jedoch z.B. fur NaJ bevorzugt ca. 12.2 mol/1, fur 
Guanidiniumsalze ca. 4 mol/1 und fur NaCl0 4 ca. 7 mol/1. 

Als besonders vorteilhaft hat sich hier die alkalische 
Denaturierung erwiesen. Dazu wird die Reaktionsmischung 
aus Reaktion a) auf einen pH im Bereich. von 10 bis 14, 
bevorzugt von 12 bis 14, gebracht. Dies kann 
beispielsweise durch Zugabe einer Losung von NaOH oder KOH 
in Wasser geschehen. 
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Die Temperatur der Mischung liegt wahrend der Inkubation 
von 1 bis 3 0 min bevorzugt von 5 bis 10 min, in einem 
Bereich von' 17 bis 50°C, bevorzugt von 22 bis 37°C. 

Im folgenden Reaktionsschritt b) wird Nukleinsaure B mit 
der Sonde C so zur Reaktion gebracht, daB sie zusammen ein 
Nukleinsaurehybrid D bilden. 

Als Nukleinsauresonde C kommen insbesondere Oligo- bzw. 
Poly-Nukleotide mit einer Lange von 6 bis 5000, bevorzugt 
15 bis 2000 in Frage. Die Sonde c kann ein Plasmid, ein 
Nukleinsaurefragment oder ein Oligonukleotid sein. Es kann 
sich um RNS oder DNS handeln. Nukleinsauresonde c wird im 
UberschuB zu der erwarteten Menge an Nukleinsaure B zu der 
Reaktionsmischung vorteilhaft in Form einer wassrigen 
Losung zugegeben. Die Sonde C weist eine Nukleotidseguenz 
auf , die im wesentlichen komplementar zu B ist, und die 
fur B spezifisch ist, also nicht oder nur in sehr geringem 
Umfang mit in der Probe vorhandenen oder neu gebildeten 
Nukleinsauren hybridisiert , die nicht nachgewiesen werden 
sollen. Durch die Kombination der Verwendung spezifischer 
Primer und der Hybridisierung mit einer spezifischen Sonde 
wird das erf indungsgemafie Verfahren besonders selektiv. 

C kann eine doppelstrangige Nukleinsaure sein, deren einer 
Strang Cl komplementar zu einem Teil von B ist. Bevorzugt 
ist der andere Strang C2 der Nukleinsauresonde zu anderen 
Nukleinsauren B komplementar, insbesondere zu solchen, die 
bei Durchfuhrung von Reaktion a) mit B als template- 
Nukleinsaure entstehen. Die Denaturierung von C kann dabei 
separat von B vorgenommen werden. Es ist jedoch bevorzugt, 
C zusanmen mit B zu denaturieren . Dies gilt insbesondere 
fur die alkalische Denaturierung. Dazu wird C bevorzugt 
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vor der Alkalisierung der Reaktionsmischung aus a) 
zugegeben. Nach einer Inkubationszeit wird die Mischung 
auf einen pH von 5.0 bis 8.5, bevorzugt 7-8, gebracht, 
worauf sich die Nukleinsaurehybride D aus B und CI bzw. C2 
bilden. 

Bevorzugt ist der Fall, daB.es sich bei C urn eine 
einzelstrangige Nukleinsauresonde CI handelt und der zu CI 
komplementare Strang C2 nicht zugesetzt vird. Zwar xst es 
dann auch moglich, CI vor Denaturierung von B zuzugeben. 
Besonders bevorzugt ist dann jedoch im Fall der 
alkalischen Denaturierung von B, zuerst nur B alkalisch zu 
inkubieren und danach eine saure Losung der Sonde CI 
zuzusetzen. Der pH der sauren Losung von CI liegt in einem 
Bereich von 3.0 bis 6.5, bevorzugt 4.5 bis 6.0, onne daB 
eine merkliche Instability der Sonde f estzustellen xst. 
Die schwach saure Losung sollte nach Zugabe zur 
Hybridisierungslosung zur Einstellung eines P H von 5.0 bxs 
8.0 ausreichen. Die Losung kann auch in diesem Berexch 
gepuffert sein und weitere zur Hybridisierung hilfrexche 
Reagenzien enthalten, wie z.B. SSC, Formaiaid oder 
Blockierungsreagenzien fur nicht nachzuweisende 
Nukleinsauren. Der pH der Mischung nach Zugabe von CI 
sollte auch hier im Bereich von 5.0 bis 8.5 liegen. Dxe 
Feinregulierung des pHs kann beispielsweise durch dxe 
Menge an Hybridisierungslosung sowie deren pH vorgenommen 
werden . 

Sauren, die zur Neutralisation bzw. als Bestandteil der 
Hybridisierungslosung verwendet werden konnen, sind 
beispielsweise salzsaure oder Ameisensaure; bevorzugt sxnd 
jedoch Essigsaure oder Phosphorsaure . Der pH der 
Hybridisierungslosung vor Zugabe zur Probe liegt zwischen 
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lilJTt S ' 5 ' KOn " nt ««°" •» Beispiel der Essigsaure 
bevorzugt o.l und 0.2 mol/1. 

Einzelstrangige Nukleinsauresonden CI konnen 

widen " iUCh 9e " iB EP - B -° 184 056 hergestent 

Diese Ausfuhrungsform hat den Vorteil, daB dureh 
Vervendung der Sondenlosung zur Neutralisation der 
IuIerde! S n Plpetti ~~ eingespart verden kann. 

konzentnerten Saure zu der alkalibehandelten Probe nit 
^""^alt - VerkluMpungen £ uhrt, weshalb die 
vorgesehlag.ne Vorgehensweise beeonders vorteilhaft ist. 

Palls vor sohritt b, eine Denaturierung nittels 
doppelstrangdestabilisierenden Substanzen vorgenonmen 
wurd. konnen Bedingungen fur die Hybridisierung mit der 
sonde c erngestellt verden, inde„ dae Geaiseh v L dunnt 



i™obi 1 C - entMlt HuKleinsi — «me Oder z,ehr zur 
I^obilxe.erung befahigende (iBmobilieierbare, Gruppen I. 

Zur Imnobilisierung befahigende Gruppen 1 sind 
be 1S pxelsweise ohezdsohe Gruppen, die kovalent, 
be lspl elev.ise uber eine cheaisohe Oder eine Photoreaktion 
an exne feste Phase gebunden werden konnen, oder Grup£„ 
bzw Molekulteile, die uber gruppenspezif isohe 
wechselwirkungen von einem anderen Molekul Oder 

Gruoo!" eil /f annt Un<J gebUnden "« a - •*»-»■ solohe 
Gruppen smd daher z. B. Heptane, Antigens und Antikorper, 
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Nukleotidsequenzen , Rezeptoren , Regulat ionssequenzen , 
Glykoproteine, beispielsweise Lectine, Oder auch die 
Bindungspartner von Bindeproteinen, wie Biotin Oder 
Iminobiotin. Bevorzugt sind Vitamine und Haptene, 
besonders bevorzugt sind Biotin, Fluorescein oder 
Steroide, wie Digoxigenin oder Digoxin. Fur die Erfindung 
ist es wichtig, daS in jedem Hybrid D die immobilisierbare 
Gruppe der Sonde sich von der nachweisbaren Gruppe der 
Nukleinsaure B unterscheidet . 

Die Mischung, welche das Nukleinsaurehybrid D enthalt, 
wenn die nachzuweisende Nukleinsaure in der Probe 
vorhanden war, wird anschliefiend mit einer festen Phase F 
in Kontakt gebracht, welche das Hybrid D iiber die 
immobilisierbaren Gruppen der Nukleinsauresonde C 
spezifisch binden kann. 

Die Art der Festphase richtet sich nach der zur 
Immobilisierung befahigenden Gruppe I. Bevorzugt weist sie 
eine immobilisierende Gruppe R auf , die eine bindende 
Wechselwirkung mit I eingehen kann. Ist die 
immobilisierbare Gruppe beispielsweise ein Hapten, dann 
kann eine Festphase verwendet werden, die an ihrer 
Oberflache Antikorper gegen dieses Hapten auf weist. Ist 
die immobilisierbare Gruppe ein Vitamin, wie z. B. Biotin, 
dann kann die Festphase bindende Proteine, wie Avidin oder 
Streptavidin immobilisiert enthalten. Besonders bevorzugte 
Reste I und R sind Biotin und Streptavidin. Die 
Immobilisierung iiber eine Gruppe an der modif izierten 
Nukleinsaure ist besonders vorteilhaft, da sie unter 
milderen Bedingungen stattfinden kann als beispielsweise 
Hybridisierungsreaktionen. 
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Bevorzugt wird zur Immobilisierung der gebildeten 
Nukleinsauren die Reaktionsmischung nach Bildung der 
Nukleinsaurehybride D in ein GefaB gefiillt, welches an 
seiner Oberflache mit der immobilisierbaren Gruppe 
reagieren kann. Bevorzugt findet die Hybridisierungs- 
reaktion mit der Sonde gleichzeitig mit der 
Immobilisierung statt. Das GefaB kann beispielsweise eine 
Kuvette, ein Rohrchen oder eine Mikrotiterplatte sein. Es 
ist jedoch auch moglich, eine Festphase in Form eines 
porosen Materials, wie einer Membran, eines Gewebes oder 
eines Vlieses, zu verwenden, auf welche die 
Reaktionsmischung aufgegeben wird. Ebenso ist die 
Verwendung von Perlen, sogenannten beads, oder Latex- 
Partikeln moglich. Die feste Phase sollte mindestens 
soviele Bindungsstellen fur die immobilisierbare Gruppe 
der Sonde haben, wie Nukleinsaurehybride D und damit 
Nukleinsauren B vorhanden sind. 

Die Herstellung einer bevorzugten festen Phase ist in der 
EP-A-0 344 578 beschrieben, auf welche vollinhaltlich 
Bezug genommen wird. 

Nach einer Inkubationszeit, wahrend der die 
Immobilisierungsreaktion stattfindet, wird die fliissige 
Phase aus dem GefaB , dem porosen Material oder den 
pelletierten beads entfernt. Die Festphase kann 
anschliefiend mit einem geeigneten Puffer gewaschen werden, 
da die Bindung der HybrideD an der Festphase sehr 
effizient ist. Das erf indungsgemafie Verfahren erlaubt 
dabei die Verwendung besonders weniger Waschschritte , da 
die schwer abtrennbaren Sonden im Gegensatz zu im Stand 
der Technik verwendeten detektierbaren Sonden nicht 
unbedingt vollstandig entfernt werden miissen, oder fuhrt 
zu vergleichsweise geringen Hintergmindsignalen. 
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Die Menge der an die Festphase gebundenen modif izierten 
Nukleinsauren kann auf im Prinzip bekannte Weise bestimmt 
werden, wobei sich die durchzufiihrenden Schritte nach der 
Art der nachweisbaren Gruppe richten. Bei direkt 
nachweisbaren Gruppen, beispielsweise Fluoreszenzlabeln, 
wird die Menge an Label f luorometrisch bestimmt. 1st die 
nachweisbare Gruppe ein Hapten, so wird die modif izierte 
Nukleinsaure bevorzugt mit einem markierten Antikorper 
gegen das Hapten umgesetzt, wie analog in der EP-A-0324474 
beschrieben. Die Markierung kann beispielsweise eine 
Enzymmarkierung, wie fl-Galaktosidase, alkalische 
Phosphatase oder Peroxidase sein. Im Fall der 
Enzymmarkierung wird die Menge an Nukleinsaure uber die 
meist photometrische, chemoluminometrische oder 
f luorometrische Verfolgung einer Reaktion des Enzyms mit 
einem chromogenen, chemoluminogenen oder fluorogenen 
Substrat gemessen. Es ist jedoch auch elektrochemische 
Verfolgung der Reaktion mdglich, wenn ein Redoxenzym als 
Markierung verwendet wird, oder die Verfolgung einer pH- 
Wertanderung mittels einer pH-Elektrode. Das MeSsignal ist 
ein MaB fur die Menge an ursprunglich vorhandener target- 
Nukleinsaure . 

Der Nachweis der Nukleinsaure kann sowohl qualitativ als 
auch quantitativ gefuhrt werden. Im Falle einer 
quantitativen Auswertung hat es sich als zweckmaBig 
herausgestellt f mindestens einen Vergleichsversuch mit 
einer Probe bekannten Nukleinsauregehalts durchzuf uhren. 
Die Erstellung einer Eichkurve ist moglich und 
empf ehlenswert . 
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In einer Ausfuhrungsform des Verfahrens unter Verwendung 
der PCR werden der Probe als Primer Pi und P2 
Oligonukleotide zugegeben. Pi ist hierbei komplementar zu 
einem Teil des Nukleinsaureeinzelstrangs A, welcher die 
target- und gleichzeitig die template-Nukleinsaure 
darstellt. P2 ist homolog zu einem davon entfemten Teil 
von A. Das Gemisch wird nun, wie in EP-A-0 201 184 
beschrieben, behandelt, wobei jedoch neben den 
unmodifizierten Desoxymononukleotidtriphosphaten auch ein 
digoxigeninmarkiertes oder fluoresceinmarkiertes 
Desoxymononukleotidtriphosphat eingesetzt wird. Es werden 
bevorzugt 20-30 Amplif ikationszyklen durchgefuhrt . Danach 
werden doppelstrangige biotinmarkierte Sonde C und 
Natronlauge zu einem pH von 10-14 zugegeben. Die Mischung . 
wird bei ca 3 7°c inkubiert und anschlieBend mit einer 
Losung von Hybridisierungshilf setoff en bei ca. pH 5 
versetzt, sodaB sich ein pH von ca. 7-8.5 ergibt. Die 
Mischung wird in ein Streptavidin-beschichtetes GefaB 
umgefullt und erneut inkubiert. Die Losung wird entfernt 
und das GefaB gewaschen. Es wird ein Konjugat aus 
Antikorper gegen Digoxigenin und einem Enzym zugegeben und 
erneut inkubiert. Nach Entfernen der Losung und Waschen 
des GefaBes wird mit einem chromogenen Substrat des Enzyms 
umgesetzt und die Farbbildung beobachtet. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform ist eine Variante des in 
DE-A-39 29 03 0 beschriebenen Replikationsverfahrens. Auf 
die Offenbarung der DE-A-39 29 030 wird hiermit 
vollinhaltlich Bezug genommen. Zur Durchfiihrung des 
Verfahrens wird die Probe, welche die einzelstrangige 
target-Nukleinsaure enthalt, mit zwei Adaptoren, die zu 
dem gleichen Strang komplementar sind und deren mit A 
hybridisierenden Enden aufeinander zu gerichtet sind und 
deren nicht hybridisierenden Enden eine 
Replikationsinitationsseguenz fur pr 29-Polymerase 
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enthalten, versetzt. Unter Hybridisierungsbedingungen wird 
die zwischen den Adaptoren befindliche Liicke durch gap- 
filling mittels DNA-Polymerase oder reverse Transskriptase 
(als Enzyra El) und Ligase-Reaktion geschlossen. Die 
hierbei verwendeten Desoxy-mononukleosidtriphosphate 
konnen unmodif iziert sein, aber bevorzugt jedoch ist eines 
von ihnen ein digoxigeninmarkiertes 

Monodesoxyribonukleosidtriphosphat. Zur Durchfuhrung der 
Replikation wird das Replikationssystem von p 29 (P2, P3 
und ATP) sowie neben unmodif izierten 

Mononukleosidtriphosphaten, falls nicht schon bei der gap- 
f illing-Reaktion verwendet, ein digoxigenin- oder 
f luorescein-markiertes Monodesoxyribonukleo-sidtriphosphat 
zugegeben. Die durch Replikation gebildeten nachweisbar 
markierten Nukleinsauren B dienen ohne weitere Zugabe von 
Adaptoren erneut als template-Nukleinsauren zur Bildung 
weiterer Nukleinsauren B. Daher kommt es mit der Zeit 
theoretisch zu einer exponentiellen Vermehrung der 
nachweisbar markierten Nukleinsauren B. Sobald geniigend 
Nukleinsauren entstanden sind, wird die Mischung einem 
nicht-thermischen Denaturierungsschritt unter zogen und mit 
einer bevorzugt einzelstrangigen biotinmarkierten Sonde CI 
in einer Losung mit Hybridisierungsreagenzien bei pH 3.0- 
6.5 bis zu einem pH von 5.0-8.5 bevorzugt 7.0-8.0 
versetzt. Durch Einfiihrung des nichtthermischen 
Denaturierungsschritts wird es moglich, das gesamte 
Nachweisverfahren in einem Temperaturbereich zwischen 17 
und 50°C und bevorzugt bei einer einzigen Temperatur 
durchzuf iihren . Die Mischung wird in ein streptavidin- 
beschichtetes Gefa£ umgefullt und inkubiert. Nach Absaugen 
der Flxissigkeit und Waschen des GefaSes wird eine Losung 
eines Konjugats aus einem enzymmarkierten Antikorper gegen 
Digoxigenin bzw. Fluorescein zugegeben und wieder 
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inkubiert. Nach Absaugen der Losung und Waschen wird mit 
einer Losung eines chromogenen Substrats versetzt und die 
Farbbildung beobachtet. 

In den Verfahren des Standes der Technik wurden bisher 
immer nachweisbar markierte Sonden eingesetzt. Eine 
vollstandige Abtrennung der nicht hybridisierenden Sonden 
war fur die Genauigkeit des MeSergebnisses erf orderlich, 
jedoch relativ aufwendig. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren umgeht diesen Nachteil, 
indem anstelle der Hybridisierung von markierten Sonden 
und deren Bestimmung die Anwesenheit eingebauter 
markierter Mononukleotide gemessen und als MaB fur die 
Anwesenheit bzw, die Menge an nachzuweisenden 
Nukleinsauren genommen wird. Die Abtrennung nicht 
eingebauter markierter Mononukleotide ist nach dem 
vorliegenden Verfahren besonders einfach und vollstandig 
zu erreichen, da sie Veder an die Nukleinsauren noch an 
die Oberflache gebunden werden. Ein UberschuB an 
immobilisierbarer Sonde C hingegen stort die Bestimmung 
nicht , da die immobilisierbaren Gruppen von Sonde C nicht 
als Markierung verwendet werden und somit nicht zum 
MeBergebnis beitragen. Insbesondere ist die Bindekapazitat 
der festen Phase besser kalkulierbar als beim Einbau von 
immobilisierbaren NTPs. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ist daher sehr sensitiv und 
selektiv, auBerdem kann es in kurzer Zeit durchgefxihrt 
werden . 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich zum Nachweis 
von Nukleinsauren als solchen, von nukleinsaurehaltigen 
Organismen z.B, Bakterien, Viren und Zellen und zum 
Nachweis von Nukleinsaureveranderungen, wie Mutationen 
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oder Chromosomentranslokationen und zur Lokalisierung und 
zum Express ionsgrad von Genen. Sowohl Ribonukleinsauren 
als auch Desoxyribonukleinsauren konnen nachgewiesen 
werden. Auch die Identif izierung von punktuellen 
Unterschieden in Nukleinsauren ist moglich, wenn die 
Ergebnisse von Experimenten verglichen werden, in denen in 
Reaktion a) einmal ein Primer eingesetzt wird, der an 
einem 3 • -Ende zu der Nukleinsaure A komplementar ist, zum 
anderen ein Primer eingesetzt wird, der an seinem 3 ' -Ende 
gerade nicht zu Nukleinsaure A komplementar ist, aber 
dennoch mit ihr hybridisiert . Eine Verlangerung des 
Primers und damit Bildung der Nukleinsaure B wird nur im 
ersten Fall moglich sein. Die Auswahl solcher Primer ist 
beispielsweise in PNAS 86, 2757 (1980) beschrieben. 

Figur 1 zeigt schematisch den Ablauf einer Ausf uhrungsf orm 
unter Verwendung einer Primerelongation (Verwendung nur 
eines Primers PI) . 

Figur 2 zeigt schematisch den Ablauf einer Ausf uhrungsf orm 
unter Verwendung des PCR-Prinzips mit zwei Primern, wobei 
die zunachst gebildeten Nukleinsauren B erneut als 
template-Nukleinsaure eingesetzt werden. 

Figur 3 zeigt schematisch den Ablauf der bevorzugten 
Ausfuhrungsform unter Verwendung einer 
Replikationsamplif ikation . 

Figur 4 zeigt in Kurve I das Ergebnis eines Experiments 
nach Figur 1. Aufgetragen sind gegeneinander die in der 
Losung gemessene Extinktion gegen die Menge an 
nachzuweisender Nukleinsaure A; Kurve II gibt das Ergebnis 
ohne Anwesenheit der nachzuweisenden Nukleinsaure wieder. 
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Fig. 5 zeigt eine Eichkurve 1 fur eine Bestimmung von HBV- 
DNA mittels PCR und einem einzelstrangigen 
biotinmarkierten Oligonukleotid gemaB Beispiel 2. Kurve 2 
zeigt den Leerwert (ohne Zugabe von Bio-Oli 2 5) . 

Fig. 6 zeigt eine Eichkurve 3 fur die Bestimmung von HBV 
in einem Verfahren gemaB Beispiel 3. Kurve 4 zeigt den 
Leerwert (ohne Zugabe von Bio-Oli 25) . 

Bezugszeichen: 

A temp 1 at e -Nukl e ins aur e 

Al Gegenstrang von A 

PI zu A komplementarer Primer 

E Enzym/Enzymkomplex 

El DNA-Polymerase Oder reverse Transskriptase 

L nachweisbare Gruppe (Markierung) 

B Produkt der Reaktion a) 

C Nukleinsauresonde 

I immobilisierbare Gruppe 

D Nukleinsaurehybrid aus B und C 

R immobilisierende Gruppe 

F feste Phase 

51 zu A komplementare Sequenz 

SI' andere zu A komplementare Sequenz 

52 Promo tor- oder erste 
Replikationsinitiationsseguenz 
(Replikationsursprung) 

S2 1 Promotor- oder zweite 

Replikationsinitiationsseguenz 

(Replikationsursprung) 
Adl Adaptor 1, komplementar zur target-Nukleinsaure 
Ad2 Adaptor 2, komplementar zur target -Nukleinsaure 
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Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher 
erlautert: 

Beisniel 1 

Amnlifikation der taraet-DNA un ter Vervenduna eines 
r.achweisbar markierten Desoxyribonukleosid triphosphats 

n^ritt a) ) 

rolyxerase chain reaction wird mit klonierten HBV- 
spcz-Zischen Sequenzen durchgefiihrt . Die verwendeten 

1 rimer binden an die Position 1937-1960 und 2434-2460 im 
H3Y-Genom, d.h. eine Sequenz von 523 Nukleotiden wird 
airplifiziert (R. Sumazaki et al., 1989, J. Med. Virol, 22, 
304-308). Die Konzentration der zu amplif izierten DNA im 
Flasxid entspricht in der hier eingesetzten 
Verdunnungsreihe 100 ag bis 100 pg. 30 PCR-Zyklen (2' 
92°C; 2 1 50°C; 2* 70°C) werden in 100 /ul mit Primern, je 
200 nM; KC1, 50 mM; Tris HC1 pH 8,5, 10 mM; MgCl 2 , 1,5 mM; 
Gelatine 100 /ug/ml; dATP, 200 /urn; dCTP, 200 /um, dGTP, 
200 /um? dTTP, 150 /uM; Digoxigenin-11-2 1 -desoxy-uridin- 
5»-dUTP (DIG-[ll]-dUTP, Boehringer Mannheim) , 50 /um? 

2.5 U Thermus aouaticus (Tag) DNA-Polymerase 
durchgef uhrt . 

Nichtthermische Denaturieruncr fSchritt e) ) 

2 0 /ul dieses Gemisches nach PCR und 40 ng Biotin- 
markierte Proben-DNA (random-geprimte, klonierte HBV-DNA 
zwischen Position 27 und 2604, doppelstrangig) werden in 
einem Gesamtvolumen von 44 /ul in 0,5 M NaOH 10 f bei 37°c 
denaturiert. 
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Hybridisieruncr mit Sonde C f Schritt b) ) und 
Festphasenbinduna (Schritt fU. 



Anschlieflend wird durch Zugabe von 156 /ul 
Hybridisierungslosung von pH 5 neutral isiert und in eine 
Streptavidin-beschichtete Mikrotiterplatte umpipettiert 
(Hybridisierungslosung = 62,5 bM Natriumphosphat, 6,25 x 
SSC [1 x SSC = NaCl, 0,15 M; Natriumzitrat, 0,015 M] und 
Formamid 62,5 %) . Die Hybridisierung-/Wandbindungsreaktion 
wird 18 Stunden bei 3 7°C unter leichtem Schiitteln 
durchgef iihrt . 

Detektion des H ybrids D (Schritte c\ . a) und *m . 

Nach Entfernen der Flussigkeit und 5x Waschen mit 0,025 % 
NaCl und 1 oo/o Kupfersulfat werden 200 mU/ml Anti- 
Digoxigenin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat zugegeben und 
60 'bei 370c in Tris HC1, pH 7,5/10 inM? NaCL 0,9 %; BSA, 1 
%; Pluronic T68 0,5 % inkubiert. Nach 5x waschen (gleiche 
Bedingungen wie oben) wird mit 0,1 % 2 , 2-Azino-di-[3- 
ethylbenzthiazolj-(ABTS) 60' bei 37<>C inkubiert und die 
Extinktion bei 4 05 nm gemessen. 

In Figur 4 sind die Extinktionen fur diese Reaktion und 
fur die Kontrollreaktion mit biomarkierter Probe gezeigt. 

Beisoiel ?. 

Die Amplifikationsreaktion (Polymerase chain reaction) 
wird mit Kontrollserum (HBV-DNA negativ) durchgef iihrt , das 
mit HBV-spezifischer DNA angereichert ist. Aufgrund der 
Lage der gewahlten PCR-Primer wird bei der Amplif ikation 
ein 523 bp grofies DNA-Fragment gebildet (PCR-Primer 1: 
Position 1937-1960, PCR-Primer 2: Position 2434-2460 im 
HBV-Genom, Literatur siehe Beispiel 1) . Es wird eine 
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Verdiinnungsreihe des Plasmids in einem Bereich von 10 
pg/ml bis 1,25 pg/ml in Kontrollserum hergestellt. Dies 
entspricht, bezogen auf den zu amplif izierenden DNA— 
Bereich des Plasmids, Mengen im Bereich von 4 0 ag bis 320 
ag DNA, die in die Amplif ikationsreaktion eingesetzt 
werden. Zur Alkalilyse werden 10 /ul des mit Plasmid-DNA 
aufgestockten Kontroll serums mit 50 /ul 10 mM Tris-HCl (pH 
8,3) und 20 /ul 0,5 N NaOH versetzt und 1 h bei 37°C 
inkubiert. Nach Neutralisation mit 2 0 /ul 0,5 N HC1 werden 

10 /ul des Lyseansatzes in die Amplif ikationsreaktion 
eingesetzt. Die Reaktion erfolgt in einem Gesamtvolumen 
von 100 /ul mit je 200 nM der PCR-Primer, je 200 /uM dATP, 
dCTP und dGTP, 175 /uM dTTP, 25 /uM Digoxigenin-11-2 ' -dUTP 
(Boehringer Mannheim), 2,5 U Thprmus aquaticus DNA— 
Polymerase, 50 mM KC1, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,5 mM 
Mgci 2 , 0,01 % Gelatine. Nach tiberschichten der Losung mit 
100 /ul Mineralol erfolgt die Inkubation in einem 
Thermocycler (Perkin Elmer): 30 sec 92°C, 30 sec 50°c, 60 
sec 70°C, insgesamt 30 Zyklen. Nach Beendigung der 
Amplif ikation werden 40 /ul des Ansatzes mit 10 /ul 0,5 N 
NaOH versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die 
Neutralisation erfolgt durch Zugabe von 450 /ul 
Hybridisierungslosung (50 mM Na-Phosphatpuf f er , 0,75 M 
NaCl, 0,075 M Na-Citrat, 0,05 N HC1, 0,05 % RSA, pH 5,4) 
dem 220 ng/ml Biotin-markiertes Oligonukleotid (Bio-Oli 
25, Biotin-markiert, gemaii Applied Biosystems, User 
Bulletin, DNA-Synthesizer Nr. 49, 1988, Position 2327-2356 
im HBV-Genom) , das komplementar zu einer Region des 
amplif izierten DNA-Bereiches ist. 200 /ul des 
Hybridisierungsansatzes werden in einer Kavitat einer mit 
Streptavidin beschichteten Mikrotiterplatte 
3 h bei 37°C inkubiert. Nach Absaugen der Losung wird 
anschlieBend 2 x 10 min bei 37°C mit 0,3 M NaCl, 0,03 M 
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Na-Citrat, 0,2 % SDS und 1 x kurz bei Rauatemperatur mit 
0,9 % NaCl gewaschen. 2 00 mU/ml anti-Digoxigenin- 
Antikorper-Meerrettichperoxidase-Konjugat in 100 mM Tris- 
HCl ( P H 7,5), 0,9 % NaCl, 1 % RSA werden zugegeben und 30 
Bin bei 37°C inkubiert. Nach 3maligem Waschen mit 0,9 % 
NaCl wird die Substratlosung (1,9 mM ABTS R ) zugefiigt und 
die Extinktion bei 405 nm gemessen. 

in rigur 5 sind die Ergebnisse der Reaktion graphisch 
d.nrgestellt. 

K3e-positives Human-Plasma mit einem Virustiter von 1 x 
loio Hepatitis B-viren pro mol wird in Normalserum 
verdunnt, so daB der Virusgehalt der Verdunnungen zwischen 
0,25 x 105/ml bis 2 x lo5/ml liegt. Zur Lyse der Viren 
werden 10 /ul der Serumverdiinnung mit 10 /ul 0,2 N NaOH 
versetzt und 1 h bei 37°C inkubiert. Die anschlieBende 
Neutralisation erfolgt durch Zugabe von 30 /U 1 
Neutralisationslosung (100 mM KC1, 20 mM Tris-HCl (pH 8,3) 
), 3 mM MgCl 2 , 0,02 % Gelatine, versetzt mit io /ul des 
Lyseansatzes verwendet. Die Reaktion erfolgt in einem 
Gesamtvolumen von 100 /ul mit je 200 nM der beiden PCR- 
Primer, je 200 /urn dATP, dCTP und dGTP, 175 /uM dTTP, 25 
/um Digoxigenin-ll-2'-dUTP (Boehringer Mannheim) , 50 'mM 
KC1, 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 1,5 mM MgCl 2 , 0,01 % 
Gelatine, 2,5 u Thermus acruaticus DNA-Polymerase. Der 
Reaktionsansatz wird mit 100 /ul Mineralol uberschichtet 
und in einem Thermo-Cycler (Perkin Elmer) 30 Zyklen 
inkubiert: 30 sec 92°C, 30 sec 50Oc und 1 min 70°C. 

Durch den Aroplif ikationsschritt wird ein 523 bp groBes 
DNA-Fragment erzeugt (HBV-PCR-Primer 1: Position 1937- 
1960, HBV-PCR-Primer 2: Position 2434-2460 im HBV-Genom) . 
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Der spezifische Nachweis der PCR-Produkte erfolgt in einem 
Zwei-Komponenten-Testsystem an der Festphase. Zunachst 



Puffer (10 mM Tris-HCl (pH 7,5) 1 mM EDTA) und 10 /ul 0,5 
N NaOH versetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Die Neutralisation erfolgt durch Zugabe von 450 /ul 
angesauerter Hybridisierungslosung (50 mM Na- 
Phosphatpuffer, 0,05 N HC1, 0,75 M NaCl, 0,075 M Na- 
Citrat, 0,05 % RSA, pH 5,4), der 100 ng/ml eines Biotin- 
markierten Oligonukleotids zugesetzt ist, das einer Region 
des amplifizierten DNA-Bereiches entspricht (HBV-Biotin- 
Oligonukleotid, 30mer, 2fach Biotin-markiert , Position 
2327-2356 im HBV-Genom, Bio-Oli 25, hergestellt durch 
Festphasensynthese, biotinmarkiert wie unter Beispiel 2 
beschrieben) . 200 /ul dieses Hybridisierungsansatzes 
werden in einer Kavitat einer mit Streptavidin 
beschichteten Mikrotiterplatte 3 h bei 37°C unter 
Schiitteln inkubiert. Nach der Hybridisierungs- und 
Wandbindungsreaktion wird die Losung abgesaugt und 2 x 10 
min mit 0,3 M NaCl , 0,03 M Na-Citrat, 
0,2 % SDS bei 37°C und 1 x kurz mit 0,9 % NaCl bei 
Raumtemperatur gewaschen. Nach Zugabe von 2 00 mU/ml anti- 
Digoxigenin-Antikorper-Meerrettichperoxidase-Konjugat in 

100 mM Tris-HCl (pH 7,5), 0,9 % NaCl, l % RSA wird 30 min 
bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Ungebundenes Konjugat 
wird durch 3maliges Waschen mit 0,9 % NaCl bei 
Raumtemperatur entfernt. Nach 30minutiger Inkubation mit 
1,9 mM ABTS R (2,2 ' -Azino-di- [ 3-ethyl-benzthiazolin- 
sulfonsaure (6) ]-diammoniumsalz) bei 37°C wird die 
Extinktion bei 4 05 nm mittels eines ELISA-Readers 
gemessen. Die Ergebnisse sind in Figur 6 dargestellt. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum spezif ischen Nachweis einer 

Nukleinsaure in einer Probe, welches folgende 
Schritte umfaBt: 

a) Reaktion der Probe mit einem oder mehreren 
markierten Mononukleosidtriphosphaten. und einem 
oder mehreren Enzymen, welche die Herstellung 
einer markierten Nukleinsaure B katalysieren, die 
dieses Nukleotid enthalt, 

b) Reaktion der Probe mit einer Nukleinsauresonde C, 
welche hinreichend komplementar zu der 
Nukleinsaure B ist, und 

c) Nachweis des aus markierter Nukleinsaure B und 
Nukleinsauresonde C gebildeten 
Nukleinsaurehybrids D, 

dadurch gekennzeichnet , daB, 

d) die Nukleinsauresonde mindestens eine 
immobilisierbare Gruppe enthalt, 

e) die Reaktionsmischung nach Schritt a) einer 
nichtthermischen Denaturierung unterzogen wird, 

f) das Nukleinsaurehybrid D mit einer festen Phase, 
welche die immobilisierbare Nukleinsauresonde C 
spezif isch binden kann, in Kontakt gebracht 
wird, 



ERSATZBLATT 



WO 92/06216 PCT/EP91/01898 

- 37 - 



g) die flussige von der festen Phase getrennt wird 
und 

h) die an die feste Phase gebundene nachweisbare 
Gruppe nachgewiesen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daB Reaktion a) in Anwesenheit eines spezif ischen 
Starters ablauft. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Enzym bzw. der Enzymkomplex 
die Polymerisation von Nukleosidtriphosphaten zu 
einer zu der Nukleinsaure A im wesentlichen 
komplementaren Nukleinsaure B katalysiert. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleosidtriphosphate 
Ribonukleosidtriphosphate umf assen . 

5. verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
daB in Reaktion a) als spezifischer Starter ein 
Primer PI benutzt wird, der zu einem Teil der 
Nukleinsaure A im wesentlichen komplementar ist und 
von dem Enzym unter Einbau des 
Mononukleosidtriphosphats zu einer zu der 
Nukleinsaure A im wesentlichen komplementaren 
Nukleinsaure B verlangert wird. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, 
daB auBerdem ein Primer P2 benutzt wird, der zu einem 
Teil der Nukleinsaure B im wesentlichen komplementar 
ist. 
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7. Verfaiiren gemaB einem der Anspriiche 3 oder 5, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleosidtriphosphate 
Desoxyribonukleosidtriphosphate umfassen. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die nachzuweisende Nukleinsaure 
einzelstrangig ist oder gemacht wird, der Probe dann 
mindestens ein Adaptor pro nachzuweisendem 
Einzelstrang zugegeben wird, welcher eine zu einem 
Teil der nachzuweisenden Nukleinsaure im wesentlichen 
komplementare Nukleotidsequenz und eine 
Replikationsinitiationsregion enthalt, der Adaptor um 
eine zu der Nukleinsaure komplementare Sequenz 
verlangert wird, und die so gebildete Nukleinsaure 
als template-Nukleinsaure in Reaktion a) eingesetzt 
wird. 

9. Verfahren nach einer der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die nachzuweisende Nukleinsaure 
einzelstrangig ist oder gemacht wird, der Probe dann 
mindestens ein Primer pro nachzuweisendem 
Einzelstrang zugesetzt wird, welcher eine zu einem 
Teil der nachzuweisenden Nukleinsaure im wesentlichen 
komplementare Nukleotidsequenz und eine 
Transkriptionsinitiationssequenz enthalt, der Primer 
um eine zu der nachzuweisenden Nukleinsaure 
komplementare Nukleotidsequenz verlangert und die so 
gebildete Nukleinsaure als template-Nukleinsaure in 
Reaktion a) eingesetzt wird. 

10. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die in Schritt a) 
gebildete Nukleinsaure B als template-Nukleinsaure 
erneut in Reaktion a) eingesetzt wird. 
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11. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet , daB Reaktion a) mehrmals 
hintereinander ausgefuhrt wird, wobei jeweils die 
Produkte der Reaktion wieder als Ausgangsstof f e der 
erneuten Reaktion dienen. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 10 oder 11, dadurch 
gekennzeichnet, daB in Reaktion a) ein 
Nukleinsaurehybrid aus Nukleinsaure A und 
Nukleinsaure B gebildet wird. 

13. Verfahren gemaB einem der vorangegangenen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Denaturierung bei 
alkalischem pH stattfindet. 

14. Verfahren gemaB einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Denaturierung durch 
Zugabe chaotroper Salze vorgenommen wird. 

15. Verfahren gemaB Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Denaturierung in einem 
Temperaturbereich zwischen 17°C und 50°C stattfindet. 



16. Verfahren gemaB einem der Anspruche 13, 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB das gesamte 
Nachweisverf ahren in einem Temperaturbereich zwischen 
17°C und 50°C stattfindet. 

17. Verfahren gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
daB das gesamte Nachweisverf ahren bei einer einzigen 
Temperatur stattfindet. 
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18- Verfahren gemaB Anspmch 11, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsauresonde in einer Losung mit einem 
pH zwischen 3.0 und 6.5 zugegeben wird. 

19. Verfahren gemaB Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Losung auBerdem alle fur die Durchfiihrung der 
Hybridisierung erf orderlichen Reagenzien enthalt. 

20. Verfahren gemaB Anspruch 18 oder 19 , dadurch 
gekennzeichnet, daB die Nukleinsauresonde C eine 
einzelstrangige Nukleinsaure CI ist, deren 
Gegenstrang nicht in der Losung vorhanden ist. 

21. Verfahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Nukleinsauresonde C in einer Losung mit einem 
pH zwischen 10 und 14 zugegeben wird und anschlieBend 
mit der Hybridisierungslosung in der Mischung ein pH 
zwischen 5.0 und, 8.5 eingestellt wird. 

22. Verfahren gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB zunachst eine Losung der Sonde mit der Probe 
vereinigt, dann ein pH zwischen 10 und 14 eingestellt 
wird und anschlieBend in der Mischung ein pH zwischen 
5.0 und 8.5 eingestellt wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, 
daB die durch Verlangerung der Primer PI und P2 
gebildeten Nukleinsauren nach Strangtrennung erneut 
mit PI und P2 umgesetzt werden, wobei die mit dem 
einen Primer neu gebildeten Strange jeweils als 
template fur die Verlangerung des anderen Primers 
dienen. 
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30-09-88 








JP-A- 


63243875 


11-10-88 








LU-A- 


87153 


23-08-88 








NL-A- 


8800594 


03-10-88 








SE-A- 


8800864 


12-09-89 


EP-A-0329822 


30-08- 


-89 


WO-A- 
JP-A- 


9102814 
2005864 


07-03-91 
10-01-90 



AT-B-390080 
EP-A-0395398 



12-03-90 
31-10-90 



Keine 



US-A- 
CA-A- 
JP-A- 



5043272 
2013800 
2303489 



27-08-91 
27-10-90 
17-12-90 



Pur Habere F.inzelheiten zu diesem Anhang : siehe Amtsblatt dcs Europaischcn Patcntamts, Nr.12/82 
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